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(54) PROCEDE DE DETECTION DE MODULATEURS DE RELAXATION CARDIAQUE ET MODULATEURS AINSI 
w OBTENUS. 

(sy La presente invention est relative a un procede de de- 
tection de modulateurs de la relaxation cardiaque et aux 
modulateurs ainsi obtenus. 

Ce procede se caracterise en ce que Ton inclut I'effet 
modulateur d'une molecule potentielle. sur la phosphoryla- 
tion du phospholamban (PLB). 



Hi! m i ll in ii i n 



BNS0OC1D* <FR 2753722A1J_> 



2753722 



1 

La presente invention est relative a un 
nouveau procede de "criblage" dont le but est 
1 ■ identification de nouvelles molecules a visee 
therapeutique . 

5 A 1' echelon cellulaire et moleculaire la 

relaxation cardiaque depend de la fonction d' enzymes 
specifiques telles que la Ca 2+ ATPase du reticulum 
sarcoplasmique (RS) qui sont localisees dans le reticulum 
sarcoplasmique. La RS-Ca 2+ ATPase cardiaque joue le role 

10 de pompe permettant le stockage des ions Ca 2+ dans le 
reservoir intracellulaire que constitue le RS . 

II est largement decrit que cette pompe 
cardiaque est regulee par une phosphoproteine appellee 
Phospholamban { PLB) . Le PLB existe sous deux formes 

15 particulieres : phosphorylee (PPLB) et dephosphorylee. 
C'est sous sa forme dephosphorylee que le PLB exerce son 
action inhibitrice a 1 ' egard de la RS-Ca 2+ ATPase 
cardiaque, ceci en diminuant son af finite pour le Ca 2+ . 
Cet effet inhibiteur est supprime quand le PLB est sous 

2 0 sa forme phosphorylee (PPLB) ; ce qui a pour consequence 

de favoriser la relaxation cardiaque. 

Le PLB est phosphoryle par des proteines 
kinases et dephosphoryle par des proteines phosphatases 
(PLB-PP) 

25 La presente invention est plus 

particulierement relative au passage de 1 1 etat PPLB vers 
1 ' etat PLB et plus particulierement elle est relative a 
des composes succeptibles d'inhiber la dephosphorylation 
du PLB done des composes inhibant l'activite et la 

3 0 fonction des PLB-PP. 

La PLB-PP associee au RS cardiaque est une 
enzyme de type-1 couramment appelee PP1 . Son activite 
catalytique est controlee par une sous-unite de 37 
kilodaltons (kDa) decrite sous le nom de PPlCsub. 
3 5 Des donnees tres recentes ont mis en evidence 

1' existence d'une nouvelle classe de proteines appelees 
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"targeting subunits" ou PPl-Tsub de 12 4 kDa . Chacune de 
ces PPl-Tsub est liee a une sous-unite catalytique de PP1 
assurant la liaison de celle-ci au niveau d'une region 
bien specif ique du RS. Dans le coeur, 1 1 heterodimere 
5 forme par PPl-Csub+PPl-Tsub est appele PP1G et represente 
la SR-PP majoritaire . 

II est tres probable que la liaison de la PPl- 
Tsub avec le PLB dans le RS est un point cle dans la 
formation du PPLB et conduit a la modulation de 

10 l'activite de la Ca 2+ ATPase. De ce fait, les composes qui 
modulent cette liaison et qui, de cette fagon devraient 
empecher 1 ■ inhibition de l'activite de la Ca 2+ ATPase, 
auront potentiellement un effet benefique sur la 
relaxation myocardique . 

15 La presente invention a pour but de fournir un 

nouveau procede de detection de modulateurs de la 
relaxation cardiaque, ce procede incluant 1 ' effet 
modulateur, d'une molecule potentielle, sur la 
phosphorylation du PLB. 

20 De tels modulateurs peuvent etre des proteines 

et des petites molecules, en particulier des petites 
molecules . 

De tels modulateurs sont des inhibiteurs et/ou 
des antagonistes de la dephosphorylation du PLB. 

25 Ces inhibiteurs et /ou antagonistes de la 

dephosphorylation du PLB seraient potentiellement tres 
utiles dans le traitement des pathologies cardiaques 
associees a une inhibition de la relaxation du myocarde 
telles que les defaillances cardiaques, les hypertrophies 

3 0 ventriculaires gauches, les arhythmies et 1 ' insuf f isance 
cardiaques . 

Cette invention s ' etend aux modulateurs, 
inhibiteurs et/ou antagonistes, identifies par 

1 ' utilisation du procede de la presente invention. 
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Les effets modulateurs seront estimes 
appropries quand lesdits effets seront detectes ou 
caracterises . 

La dephosphorylation du PLB est mise en 
evidence , pref erentiellement , par une interaction 
specif ique entre le PLB et la PP,ou PPl-Csub, et encore 
plus precisement avec le complexe PPlCsub-PPl-Tsub . 

Le PLB est correctement localise dans les 
vesicules de RS. 

PPl-Tsub a ete obtenue a partir d'un ARN messager 
humain codant PPl appele ( PPP1R3 ) . Son numero dans Genbank est 
le X78578. Le clone de PPl-Tsub a ete requ deja insere dans le 
plasmide "BlueScript - . La sequence de la sous-unite 
regulatrice associee au glycogene humain de la proteine 
phosphatase de type 1 a ete publiee dans Diabetes 43, (10) 
1234-1241 (1994). 

Le PLB a ete produit "in vitro" en utilisant 
un systeme de transcription/ traduction particulier: le 
lysat de reticulocytes de lapin (Promega) . Cette 
technique off re de nombreux avantages dont ceux d'une 
synthese proteique rapide et d'un marquage de la proteine 
au niveau de ses methionines (3 5S Met). De plus, les 
produits de cette synthese "in vitro" peuvent etre 
analyses rapidement en SDS PAGE suivi d 1 autoradiographie 
et d ' immunoblots . 

Du PLB marque a pu etre facilement obtenu en 
utilisant cette methodologie . Le PLB a ete produit, 
respectant sa forme multimerique native dans ce lysat et 
migre plus lentement . Quand on denature le lysat par 
chauffage, le PLB migre au meme niveau que celui contenu 
dans le RS contrdle pur i fie de chien (environ 25 kDa) . 

Toutes les techniques conventionnelles peuvent 
etre utilisees pour materialiser 1 ■ interaction entre 
le PLB et la PPl-Tsub, notamment 1 ' usage des biosensors, 
les methodes de liaison radioisotopiques , la 
scintillation de proximite, les co-immunoprecipi tations , 
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les electrophoreses en conditions non denaturantes , les 
experiences de cross linking ou couplage . 

Dans un cas particulier developpe dans ce 
procede, de la 35 S-PPl-Tsub est utilisee et 1 1 ef f et de 
modulateurs potentiels a ete etabli en regardant 1' effet 
de ces modulateurs potentiels sur le transfert de la 
proteine marquee au PLB en utilisant les methodes 
radioisotopiques conventionnelles . 

Un des avantages majeurs de ce nouveau procede 
nous est fourni par 1 1 immobilisation des vesicules de RS, 
qui peuvent etre ou non solubilisees . 

De fagon surprenante, le PLB integre dans les 
vesicules ainsi immobilisees garde toutes ses capacites 
de liaison comme le montre son interaction toujours 
possible avec des anticorps monoclonaux specifiques 
diriges contre lui . De la meme fagon, les anticorps 
polyclonaux diriges contre la PPl-Tsub sont aussi 
capables de se lier aux vesicules de RS demontrant la 
presence de PPl-Tsub dans nos preparations ainsi 
immobilisees . 

L ' immobilisation des vesicules de RS (par 
exemple celle des vesicules de chien) constitue une autre 
partie de cette invention, en utilisant de preference des 
micro-cuvettes recouvertes d'une surface d ' aminosilane . 
Ces micro-cuvettes sont disponibles recouvertes de 
differentes surfaces telles que le carboxyme thyl -dextran 
ou celle d ' aminosilane specialement developpee pour les 
grosses molecules et les cellules. 

Un agent de couplage ou cross-linker tel que 
le bis (sulfosuccinimidyl) suberate (BS3 , ImM) est 
utilise pour immobiliser les vesicules sur la surface 
d' aminosilane . 

Ces vesicules sont immobilisees en utilisant 
une technique connue telle que celle decrite en detail 
dans ce qui va suivre . 
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Les anticorps monoclonaux anti-PLB utilises 
sont ceux de chez Upstate Biotechnology (ref 05-205 selon 
Suzuki and Wang, J Biol.chem 261:7018 1986). 

De la meme facon les proprietes 
pharmacologiques de PPl-Tsub doivent etre confirmees en 
demontrant une interaction entre PPl-Tsub et les 
anticorps polyclonaux diriges contre sa forme active. 

La maniere de proceder est illustree par 
1 ' exemple suivant : 



Exemple : Interaction proteine-proteine: 

Utilisation de la technologie des biosensors 

a) Le protocole (PISONS Applied Sensor 
Technology) utilise pour immobiliser les vesicules est le 
15 suivant 

1) L ' activation: un niveau de base est etabli 
avec un tampon de phosphate de sodium qui est ensuite 
remplace par 2 00 ul d'une solution de BS3 (Pierce, 21579) 
pendant 10 minutes suivi d'une aspiration et de lavages 
successifs parfaits avec du tampon. 

2) L ' immobilisation: quand le niveau de base 
est atteint, 100 mg/ml de RS ont ete ajoutes aux 
vesicules pendant 10 minutes, et ensuite laves avec du 
tampon . 

3) Saturation des sites: apres immobilisation, 
afin. de bloquer les sites restants sur la surface 
activee, 2 00 ul de serum albumine bovine (SAB, Sigma A- 
6003) sont ajoutes 5 minutes dans la microcuve suivi 
d-une aspiration et de lavages successifs parfaits avec 

3 0 du tampon. 

4) Le tampon de phosphate de sodium est 
ensuite change contre un tampon plus approprie, le PBS 
sans SAB, pour 1 ■ etape de liaison. 

5) Les vesicules de SR sont alors ajoutees 
dans les experiences de liaison. 
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6) Une procedure de regeneration de la surface 
est alors utilisee afin de permettre la reutilisation 
rapide et frequente du ligand ainsi immobilise. 

b) Procedure 

Des vesicules de RS de chien sont solubilisees 
dans une cuve par 1% de Zwittergent et immobilisees sur 
une surface d 1 aminos ilane . 

Des anticorps monoclonaux diriges contre le 
PLB sont alors ajoutes. Ainsi, une interaction avec les 
vesicules solubilisees de RS a ete mise en evidence 
demontrant que le PLB est tou jours accessible d'un point 
de vue pharmacologique apres immobilisation des 
vesicules. 

15 L' association et la dissociation sont des 

mesures importantes de l'activite biologique ainsi que de 
la fonction. Le systeme de biosensors est un systeme de 
mesure optique pour etudier les interactions entre 
biomolecules en temps reel. II permet de visualiser les 

2 0 reactions au moment precis ou elles ont lieu, nous 

donnant des indications sur la dynamique mais aussi sur 
la force de la liaison. L ' analyse se fait tres rapidement 
sans avoir recours au marquage radioactif. L ' association 
et la dissociation sont materialisees par un decalage de 
1' angle de resonnance survenant quand un des acteurs de 
la reaction ou plus, libre en solution, se lie ou se 
detache de celui qui est immobilise sur la surface du 
biosensor . 

De la m§me fagon 1 1 anticorps anti PPl-Tsub est 

3 0 capable de se lier aux vesicules solubilisees de RS 

revelant la presence de PPl-Tsub dans nos preparations. 

Comme contrdle negatif, des vesicules de RS de 
muscle squelettique sont montrees comme inactive en 
presence d' anticorps anti-PLB puisqu'il n'y a pas de PLB 
3 5 dans le muscle squelettique. 
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Quand des anticorps diriges contre le PLB sont 
eux-meme immobilises sur une surface d ' aminos i lane, le 
PLB est capable de se lier a ces anticorps . L ' addition de 
PPl-Tsub a cette etape montre clairement pour la premiere 
5 fois une interaction entre PPl-Tsub et PLB. 

c) Resultats et Conclusion 

Les resultats obtenus avec le phospholamban, 
la PPl-Tsub, les vesicules cardiaques de chien 
10 solubilisees sont decrits dans le tableau et montrent 
bien qu'une interaction existe entre le PLB et la PPl- 
Tsub. 





Vesicules de 
RS 

solubilisees 


Ant i- PLB 


Anti-PPI- 
Tsub 


PLB 


+ + 


++ 




PPX-Tsub 


+++ 




+ + 


Vesicules 
cardiaques 
de RS 




+++ 




Vesicules de 
RS de muscle 
squelettique 






+++ 



— pas d 1 interaction, 
++ interaction 

+++ interaction forte et haute affinite entre 



les deux partenaires de la reaction. 

Les resultats illustres par le tableau sont 
interpretes comme suit, chaque case temoignant de chaque 
interaction: 

PLB-vesicules de RS : liaison avec une 
structure du RS (probablement PPl-Tsub) 
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PLB-anti-PLB ; liaison entre la proteine 
et l'anticorps specif ique dirige contre cette meme 
proteine 

. PLB-Anti PPl-Tsub : pas de reconnaissance 

5 comme prevu 

. PPl-Tsub-vesicules de RS : liaison avec une 
structure du RS (probablement le PLB) 

. PPl-Tsub -anti-PLB : pas de reconnaissance 

comme prevu 

10 . PPl-Tsub -Anti PPl-Tsub : liaison entre la 

proteine et l'anticorps specif ique dirige contre cette 
meme proteine 

Vesicules de RS cardiaque-anti-PLB : 
liaison puisque le PLB est present dans les vesicules 
15 de RS. 

. Vesicules de RS cardiaque-anti-PPl-Tsub : 
liaison suggerant que PPl-Tsub est presente dans les 
vesicules de RS 

. Vesicules de RS de muscle squelettique-anti- 
20 PLB : pas de reconnaissance puisque le PLB n'est pas 
present dans le muscle squelettique. 

Vesicules de RS de muscle squelettique - 
anti-PPl-Tsub : liaison puisque PPl-Tsub est aussi 
presente dans le muscle squelettique. 
25 - 

II resulte de la description qui vient 
d'etre relatee que 1 1 interaction entre- le PLB et 
PPl-Tsub represente une cible potentielle pour 
1' action de molecules a visee therapeutique et 
3 0 utilisables pour les pathologies cardiovasculaires 
precitees . 
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Notes 

Les vesicules de RS de chien ont ete preparees 
selon Jones et al. # J. Biol. Chem 1979,254,530-539. 

Les anticorps monoclonaux de souris 
5 diriges contre le PLB ont ete obtenues chez Upstate 
Biotechnology (ref 05-205 selon Suzuki and Wang, J Biol 
Chem 261:7018 1986). 

Les anticorps polyclonaux de mouton diriges 
contre PPl-Tsub ont ete obtenus de Philip Cohen 
10 (Universite de Dundee) . 
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REVINDICATIONS 

1) Procede de detection de modulateurs de la relaxation 
cardiaque caracterise en ce que Ton inclut Feffet modulateur d'une 
molecule potentielle, sur la phosphorylation du phospholamban (PLB). 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
phospholamban (PLB) est contenu dans les vesicules immobilisees isolees 
de reticulum sarcoplasmique (RS). 

3) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
modulateur est un inhibiteur et/ou un antagoniste de la dephosphorylation 
du phospholamban. 

4) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
les modulateurs sont des proteines. 

5) Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes caracterise en ce que les modulateurs sont des petites 
molecules. 

6) Procede selon les revendications 1 et 2, caracterise en ce 
que de la SSg-PPl-Tsub est utilisee et l'effet de modulateurs potentials est 
etabli en regardant l'effet de ces modulateurs potentiels sur le transfert de 
la proteine marquee au PLB en utilisant les methodes radioisotopiques 
conventionnelles . 

7) Vesicules immobilisees selon la Revendication 2, isolees 
de reticulum sarcoplasmique (RS). 

8) Vesicules immobilisees selon la revendication 7, 
caracterisees en ce que lesdites vesicules ont ete solubilisees. 

9) Vesicules immobilisees selon la revendication 7, 
caracterisees en ce que Timmobilisation a ete effectuee sur surfaces 
biospecifiques telle que Taminosilane. 

10) Modulateurs inhibiteurs et/ou antagonistes identifies 
selon le procede des revendications 1 a 5 



THIS PAGE BLMK 



